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論 文 内 容 の 要 旨 
タンパク質や酵素はそのプロトン化状態や静電的な性質を変化させながら機能する。その化学的なメカ
ニズムを理解するためには、反応過程における分子構造の変化を観察する必要がある。本論文では、従来
のタンパク質結晶構造解析の弱点を克服した結晶相における時分割構造解析と pH 滴定実験の結果明らか
になったADPリボース加水分解酵素（ADPRase）の反応機構および酸解離特性(pKa)について記述する。Nudix
ファミリータンパク質の一員である ADPRaseは、２価の金属イオンの存在下で、基質である ADP リボース
を AMPとリボース-5’-リン酸に加水分解する酵素である。ADPRase研究には国際的な競争を通して 10年
以上に及ぶ蓄積があるが、その反応メカニズムは完全には解明されていなかった。 
１Å原子分解能における時分割 X線結晶構造解析では、活性部位へ２つの Mn(II)イオンが連続的に挿入
されるに伴い、ADP リボースと触媒グルタミン酸(Glu)残基が構造変化する様子が観察され、反応の高効率
化を実現するための構造の固定化や静電環境の調節機構が明らかになった。この構造解析は触媒 Glu残基
のプロトン化状態に関する情報を含んでおり、ADPリボースに求核攻撃をする水分子から引き抜かれたプ
ロトンが外部の溶媒領域へと輸送される経路についても提唱できた。一方、ADPRase結晶相における pH
滴定実験では、複数の触媒 Glu残基が環境に応じてそれぞれ異なる pKaを持っていることが分かった。特
に求核性水分子の近傍では、２つの Glu 残基が近接しており、それぞれの酸解離特性は互いに影響しあっ
ていることが判明した。これは求核性水分子の活性化とプロトン輸送における触媒 Glu残基の協同性を示
唆するものである。 
本論分に記した ADPRase反応機構は従来から提唱されてきたものとは異なっており、反応過程において
観察された金属イオン・基質・アミノ酸残基・水分子・プロトンのダイナミズムに基づくタンパク質反応
機構論の新規性と重要性が認識されるに至った。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
生命化学反応の多くはタンパク質酵素の酸塩基触媒活性によって進行している。ADP リボース分解酵素
（ADPRase）は、核酸の代謝とともに細胞内に蓄積される ADP リボース（ADPR）を加水分解し、生成した
アデノシン一リン酸とリボース 5’リン酸を核酸代謝系に還元する。本論文は大きく２つの項目からなる。
ADPRaseでは、まずその一般塩基が水からプロトンを引き抜き、活性化された水酸化物イオンが ADPRの標
的リン原子を求核攻撃して ADPRの二リン酸結合を切断し、最後に ADPRase の一般酸が生成物にプロトン
を付与する。本論文の第１項目ではこの全過程を、大強度の放射光施設 SPring-8 を利用した時間分割Ｘ
線結晶解析法により 1.0 Åを上回る超高分解能で「その場」観察した。本研究の精緻な解析結果は、これ
まで阻害剤との複合体を反応中間体とみなし、その静的な結晶構造から提案されていた触媒機構のモデル
を一新した。本論文の第２項目では、ADPRase の結晶と ADPRase-ADPR複合体の結晶について水素イオン濃
度を変化させてそれぞれの高分解能結晶構造解析を行い、ADPRase に含まれるグルタミン酸残基の炭素-
酸素結合距離を極めて高い精度で決定してそれぞれの pKaを求めた。その結果、ADPRaseが ADPRと複合体
を形成すると反応中心を構成するグルタミン酸残基 Glu85の pKaが上昇することが明らかとなり、すぐ近
傍に位置する Glu82と共同して一般塩基として作用する可能性が強く示唆された。構造生物学が盛んな現
在、酵素の X 線結晶構造解析の結果は日々報告されそれぞれの反応機構が議論されているが、そのほとん
どは反応機構モデルの段階に留まっている。これに対して本論文は、ADPRase の反応過程を「その場」観
察し、反応機構の鍵を握る一般塩基をほぼ特定することに成功しており、このような例は世界的に見ても
画期的なものである。よって、本論文は博士（理学）の学位を授与するに値するものと審査した。 
